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論文内容要旨
 ζ序論遡
 メチルマロン酸血症はメチルマロニルCoAからサクシニ・ルCQAへの反応を触媒するメチルマ
 ロニルCoAムターゼ(MCM)の活性低下により組織中のメチルマロン酸の蓄積をみる疾患で
 MCMアポ酵素異常によるもの(mutMMA)と補酵素であるアデノシルコバラミンの生合成障
 害によるもの(cblMMA)とに2大別される。最近ヒトMCMcDNA(2798bp)がクローニング
 され我々はヒトゲノムにおけるMCM遺伝子の構造を明らかにしている。しかしmutMMA患
 者のMCM遺伝子は未だ十分に解析されているとはいえない。今回我々は,mu七MMAを蛋白
 RNADNAの各分子レベルで解析する目的で実験をおこなった。
 匿材料と方法還
 互いに血縁関係のない日本人mu七MMA8例の皮膚線維芽細胞を用いた。ウシ肝よりMCMを
 精製し,ウサギに免疫して抗MCM抗体を得た。患者細胞抽出液を抗MCM抗体で免疫沈降後
 ウエスタンプロットを行った。ゲノムDNAを制限酵素EcoRIHind皿で消化しMCMcDNAを
 プローブとしてサザンプロットを行った。またmRNAを精製しノザンブロットを行った。次に
 逆転写酵素を用いcDNAを合成しPCR法により増幅したMCMcDNAをpGEMBlueにサブク
 ローニングし塩基配列を決定した。さらにcDNA及びゲノムDNAについてダイレクトシークエ
 ンス法を行った。正常または変異MCMcDNAを含む発現ベクターpEUKCIMCMを作成しリポ
 フェクチン法で患者細胞に導入し48時間後に酵素活性を測定した。
叢結果遭
 ウエスタンプロットはmu七MMA8例全例で抗MCM抗体と反応するCrossReactiveMate-
 rial(CRM)は陰性であった。ノザンブロットでは8例中3例で正常サイズのmRNAが検出さ
 れたが他の5例ではmRNAは検出されなかった。mRNAが検出された3例について塩基配列
 を解析した結果アミノ酸置換を伴う4っの点突然変異が同定された。第1の例は2006番目のT
 がAに変異しバリンがグルタミン酸に置換していた。cDNAのダイレクトシークエンスでは変
 異塩基のみを確認したがゲノムDNAのダイレクトシークエンスでは正常及び異常塩基のヘテロ
 であることを確認した。従って患者はcompoundheterozygoteであり一方のアレルは発現して
 いないと考えられた。第2の例は1103番目のTがGに変異しバリンがアスパラギン酸に置換し
 ていた。cDNAのダイレクトシークエンスでは変異塩基のみを確認したがゲノムDNAのダイレ
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 クトシークエンスでは正常及び異常塩基のヘテロであることを確認し従ってこの患者もcom-
 poundheterozygo七eであり一方のアレルは発現していないと考えられた。第3の例は1106番目
 のGがAに,1595番目のAがGにという2っの変異が同定された。それぞれアルギニンからヒ
 スチジン,ヒスチジンからアルギニンヘのアミノ酸置換を伴っていた。両者の変異を同時にもつ
 サブクローンはなくcDNA及びゲノムDNAのダイレクトシークエンスの結果よりこれら二つの
 変異アレルのcompoundhe七erozygo七eと考えられた。
 正常MCMcDNAを含む発現ベクターpEUKCIMCMを患者細胞に導入したところ酵素活性の
 上昇がみられたが,変異MCMcDNAを含む発現ベクターを患者細胞に導入しても酵素活性の上
 昇はみられなかった。
匿考案翌
 線維芽細胞を用いた今回の我々の検討の結果,同じmutMMAという表現型を示す症例も分子
 レベルでは異質性があることが明らかになった。まず8例はmRNAが検出される例(3例)
 と検出されない例(5例)に区別できた。mRNAが検出された3例はいずれもcompound
 he七emzygoteであり同定した4っの点突然変異は全く異なるものであった。我々の報告及び他
 の研究者の報告によれば現在まで同定された遺伝子変異はいずれも翻訳領域における点突然変異
 であり共通した変異は見られない。これは欧米における嚢胞性繊維症Tay-Sachs病,鎌状赤血球
 貧血,中鎖アシルCoA脱水素酵素のようにある限られた変異アレルが多くの患者に共通してみ
 られる疾患と対照的でありmu七MMAでは特定の変異アレルが創始者効果によって伝播されな
 かったことが推測された。今回検討した16アレル中mRNAが検出できないアレルが12アレル
 (75%)に及ぶことは興味深い。これらの遺伝子変異は転写調節における異常,スプライシング
 の異常mRNAの不安定性などに関連している可能性があり,また共通した変異アレルが存在し
 ている可能性も現時点では否定できず,これら12アレルの変異解析は興味深い今後の課題である。
 mutMMA患者の多くのアレルがmRNAの検出されないアレルであること,およびmRNAの
 検出されるアレルもウエスタンプロットではCRM陰性であり変異cDNAの発現実験でも酵素
 活性の上昇が全くみられないという今回の研究で明らかになった分子レベルでの知見はこの8例
 がいずれも新生児早期に発症し死亡に至るか重篤な後遺障害を残した重症例であるという臨床的
 事実と相応しているように思われた。
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 審査結果の要旨
 本研究はメチルマロン酸血症の病因・病態の解明を目的として,その責任酵素であるメチルマ
 ロニルCoAムターゼ(MCM)を蛋白,RNA,DNAレベルで解析したものである。メチルマロ
 ン酸血症は新生児ないし乳児期初期に重篤なケト・アシドーシスで発症する常染色体劣性遺伝病
 であり,その予防法や治療法の開発に必要な分子レベルでの解析は極めて重要であるが,これま
 で,ほとんどなされていなかった。
 申請者は重篤な臨床症状を呈したメチルマロン酸血症の8例からの培養線維芽細胞を用いて種々
 の解析を行っている。ウエスタンプロットでは8例全例で,抗MCM抗体と反応するCRMは陰
 性であり,臨床症状との相関を示している。遺伝子変異の検索では4対立遺伝子の変異がアミノ
 酸置換を伴う点変異(ミスセンス変異)であり,他の12対立遺伝子はmRNAの著明な減少を引
 き起こす遺伝子変異(mRNA一変異)であることを明らかにした。即ち,1例はミスセンスの複
 合ヘテロ接合(i106番目のGがAに,1595番目のAがGに変異し,各々アルギニンがヒスチジ
 ンに,ヒスチジンがアルギニンに置換),1例は2006番目のTがAに変異し,バリンがグルタミ
 ン酸に変換した対立遺伝子とmRNA一変異対立遺伝子との複合ヘテロ接合,1例は1103番目のT
 がGに変異し,バリンがアスパラギン酸に変換した対立遺伝子とmRNA一変異対立遺伝子との
 複合ヘテロ接合であり,残りの5例はいずれも両対立遺伝子ともmRNA一変異であった。発現実
 験からミスセンス変異はいずれも病因であることが確認されている。
 以上にみる如く本論文内容は,難病のメチルマロン酸血症を分子レベルで検討し,検討した
 8例全例がCRM(一)で,しかも対立遺伝子の75%もの多くがmRNA一であること,mRNA+
 対立遺伝子の異常はミスセンス変異による等,数々の知見を見いだしており,学位に値する論文
 である。
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